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緒言 
 ガラクトオリゴ糖（GOS）は、ラクトースの非還元末端に D-ガラクトースが
複数個グリコシド結合したオリゴ糖の総称である。天然の GOSは人の母乳や牛
の初乳中にも存在し 1）、その生理学的な機能は、腸内細菌叢のバランスを改善す
ることによる整腸作用やミネラル吸収促進作用、免疫調節作用、および炎症性
腸疾患の予防・改善作用などが推定されている 2）。とくに、プロバイオティクス
と考えられているBifidobacterium属や Lactobacillus属などの腸内細菌に対す
る増殖促進効果が注目され 3）、育児用調整粉乳や乳酸菌飲料などに利用されてい
る。また、腸内有用菌の増殖効果を示す GOSなどのオリゴ糖はプレバイオティ
クスとも呼ばれ、おなかの調子を整えるというジャンルの特定保健食品(Food 
for Specified Health Uses: FOSHU)の有効成分 に認定され、アメリカでは
FDA（米国食品医薬品局）により GRAS（Generally Recognized As Safe）に
認定されている。GOS は微生物の生産するβガラクトシダーゼ（EC.3.2.1.23）
の糖転移反応によって製造される。通常のβガラクトシダーゼ（以下、β-Gal
とする）は加水分解反応により、ラクトースをグルコースとガラクトースに分
解するが、一部のβ-Gal は、糖転移反応により GOS を生成する。β-Gal の反
応機構は図 1 に示した通りであるが、基本的に、水分活性の高い条件では主と
して加水分解反応が起こり、高濃度の乳糖存在下では、加水分解よりも糖転移
反応が優先される。これまで多くの微生物（Bacillus circulans, Aspergillus 
oryzae, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Sporobolomyces 
singularis, Escherichia coli, Lactobacillus reuter など）が生産するβ-Galが報
告されている。これらは酵素の立体構造の違いにより、生成する GOSの結合様
式が異なり、A. oryzaeなどのカビやK. lactisなどの酵母はβ1-6結合（6’-GOS）
を、B. circulansなどの細菌類はβ1-4結合（4’-GOS）を優先的に作ることが知
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られている 4）。各種β-Galの酵素学的性質と生成される GOS構造の違いを表 1
に示した。B. circulans が生産するβ-Gal は強い糖転移活性を示し、フリース
ランドカンピーナ社（オランダ）より Vivinal® GOS として世界的に製造・販
売されている。このVivinal® GOSの 2糖から 5糖までのGOSの全構造が 2014
年に Kamelingらによって明らかにされた 5）。 
 近年、GOSのアレルギー症状に関する論文がいくつか報告されている。その
発端は 1996年に日本で報告された論文 6）で、広島県の牡蠣の養殖場で働く従業
員数名が、カビ由来ラクターゼで生成されたガラクトオリゴ糖（6’-GOS）を含
む乳酸菌飲料を飲んだ後にアレルギー症状を発症した。論文によると、ホヤ喘
息との関連性が指摘され、6’-GOSとホヤの抗原で共通した部分があるのではな
いかと考察されている。一方、細菌由来ラクターゼで生成されたガラクトオリ
ゴ糖（4’-GOS）に関してもアレルギーが指摘されている。2014年に金子らによ
って報告された論文 7）によると、Bacillus 由来の 4’-GOS の中で特に強いアレ
ルギーを誘発する糖が明らかにされた（図 3）。ヒスタミン遊離試験の結果から、
アレルゲン性が高いのは２種類の 4 糖（〔Galβ1-4（Galβ1-4Galβ1-6）Glc〕
と（Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-3Glc）であり、中でも最も問題視されたのは前者
の通称“4P-X”と呼ばれる中性分岐 4 糖であった。論文では、オリゴ糖のピリ
ジルアミン（PA）による誘導体化と 2種類の HPLCカラムを組み合わせること
で 4P-Xの単離を行っているが、分析系は非常に複雑であり、得られた 4P-Xは
ピリジルアミンにより誘導体化されていた。一方、Kamelingらは 5）、イオンク
ロマト分析装置を用いることで、誘導体化せずに構造異性体間の分離が概ね可
能となり、NMR で検証した。しかしながら、4P-X は他の異性体との混合物で
あり、単一品のデータは未だ取得されていない。4P-Xは危険性・重要性の高い
オリゴ糖であることから、単一の標準品を取得し、迅速かつ正確な定量分析系
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を確立する必要があると考えられた。 
 本研究の目的は、①酵素反応と有機合成反応を組み合わせることで、短期間
で標識化されていない 4P-X の単一品を調製する、②調製した 4P-X と GOS に
対する高感度検出法を確立する、③起源の異なるβ-Galで調製した GOSに含まれ
る 4P-X量の測定を行う、こととした。なお、実験で使用したβ-Galは、実際に GOS製
造用酵素として商業的に使用されている細菌（B. circulans）由来とカビ（A. oryzae）由
来と、優れた加水分解能からラクトース分解乳などに使用されている酵母（K. lactis）由
来の酵素を用いた。 
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図 1 β-ガラクトシダーゼの反応機構 8） 
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表 1 各種β-ガラクトシダーゼの酵素学的性質と生成 GOSの違い 9） 
 
 
  
分子量（kDa） 至適pH 至適温度（℃） GOSの鎖長 主要成分の構造
カビ Aspergillus oryzae GH-35 110 4.5-5.0 55 3-5糖 6'-GL
Bacillus circulans GH-42 160 6.0 60 3-6糖 4'-GL
Streptococcus thermophilus GH-2 540 6.5 55 2, 3糖 6'-GL
Cryptococcus laurentii - 200 4.3 60 3糖>>4糖 4'-GL
Sporobolomyces singularis GH-1 146 3.5 45 3-6糖 4'-GL
Kluyveromyces lactis GH-2 135 6.5-7.0 35-40 2糖>>3糖 6'-GL
酵母
酵素学的性質 生成GOS
微生物基原 GH family
細菌
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図 2 アレルギー性 4糖の構造 
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第一章 アレルギー性 4糖（4P-X）の合成 
 
第一節 諸言 
 本研究は、有機化学反応と酵素反応を組み合わせることで、アレルギー性 4
糖（4P-X）の標準品を調製することを目的とした。過去の東北大学での研究で、
起源の異なるβ-Gal の転移反応を応用して 4P-X の合成を検討した 10）。その方
法は、ラクトースを出発原料として、酵母（K. lactis）のβ-Gal でラクトース
還元末端側のグルコース6位にガラクトースが結合した6-GLを合成し、その後、
ラクトースと 6-GLを混合した条件で細菌（B. circulans）のβ-Gal で 4P-Xを
合成する方法である。最終的に得られた 4 糖画分から、薄層クロマト（TLC）
で分画したフラクションに 4P-X が含まれていることが推定された。しかし、
1H-NMR の結果から、その他の構造異性体も多く含まれていることから、分析
の標準品としての使用は困難であった。 
 以上のことから、確実な合成手段として有機化学合成反応を利用し、一部の
原料を取得するために酵素反応を用いることとした。4P-Xの逆合成解析結果を
図 3に示した。4P-Xはラクトース保護体とガラクトビオース保護体のカップリ
ング反応による合成を計画した。ラクトース保護体は、グルコースから合成し
たグルコース保護体と市販のガラクトース保護体のグリコシル化による合成を
計画した。ガラクトビオース保護体は、ラクトースとガラクトースを原料に、
β-ガラクトシダーゼによる糖転移反応で調製したガラクトビオースからの合成
を計画した。 
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第二節 実験方法 
 
1. 材料 
 試薬類は、特に断りがなければ市販品を精製することなく使用した。合成反
応の経過は、分析用薄層クロマトグラフィー（Merck社製 TLC Silica gel 60 F254 
Glass plate 20×20 cm）で追跡した。呈色はアニスアルデヒドを用いた。シリカゲ
ルクロマトグラフィーは、関東化学社製 Silica Gel 60N (Spherical, neutral, 63-210 
µm)、または関東化学社製 Silica Gel 60N (Spherical, 40-100 µm)、を用いた。また、
活性炭クロマトグラフィーは、和光純薬社製の活性炭（酸処理済）を用いた。1H 
核磁気共鳴スペクトルは、JEOL JNM-ECX-400P (400 MHz)、もしくは Varian NMR 
System 600 (600 MHz) を用いて測定した。化学シフト値は、重クロロホルム溶媒
ではトリメチルシラン（0.00 ppm）を内部標準とし、重水溶媒中ではアセトン
（2.225 ppm）を内部標準とした。 13C 核磁気共鳴スペクトルは、 JEOL 
JNM-ECX-400P (100 MHz)、もしくは Varian NMR System 600 (150 MHz)を用いて
測定した。13C 核磁気共鳴スペクトルにおける化学シフト値は、重クロロホルム
溶媒では重クロロホルム（77.0 ppm）を内部標準とし、重水溶媒中ではアセトン
（31.1 ppm）を内部標準とした。 
 
2. 4,6-O-Benzyliden-D-glucopyranose (2) 
グルコース (1) (1.00 g, 5.55 mmol) を N, N-ジメチルホルムアミド溶液 (11.0 
mL) に加え、60 °C に加温し溶解させた。そこへベンズアルデヒドジメチルア
セタール (1.24 mL, 8.33 mmol)、パラトルエンスルホン酸一水和物 (10 mg) を加
え、60 °C で 6 時間撹拌した。1 時間おきに 10 分間減圧操作を行った。6 時
間後、反応溶液を減圧下、溶媒留去した。得られた残渣をシリカゲルカラムク
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ロマトグラフィーに付し、メタノール/酢酸エチル (1/10) 溶出部より、白色結晶
として、グルコース保護体 2 (799.5 mg, 2.98 mmol, 収率 53.7%) を得た。 
2 (= 2:3): 1H-NMR (400 MHz, DMSO): 7.40 (m, 2H), 7.33 (m, 3H), 5.52 (s, 
0.6H), 5.51 (s, 0.4H), 4.94 (d, J = 4.1 Hz, 0.4H), 4.39 (d, J = 7.3 Hz, 0.6H), 4.12 (dd, J = 
12.6, 4.6 Hz, 0.6H), 4.05 (dd, J = 9.8, 4.6 Hz. 0.4H), 3.79-3.72 (m, 0.4H), 3.65-3.58 (m, 
1.2H), 3.38-3.21 (DMSO のピークと重なり帰属不可), 3.01 (t, J = 8.0 Hz, 0.6H); 
 
3. Acetyl 2,3-di-O-acetyl-4,6-O-benzyliden-D-glucopyranoside (3) 
グルコース保護体 2 (1.416 g, 5.28 mmol) のピリジン溶液 (26 mL) に無水酢
酸 (7.5 mL, 79.2 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (193.0 mg, 1.58 mmol) を
加え、室温で 1 時間撹拌した。1 時間後、反応溶液を減圧下、溶媒留去した。
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (1/1) 
溶出部より、白色結晶として、グルコース保護体 3 (1.954 g, 4.955 mmol, 収率
93.8%) を得た。 
3 = 3:2): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.42 (m, 2H), 7.36 (m, 3H), 6.30 (d, J = 
3.6 Hz, 0.6H), 5.78 (d, J = 8.2 Hz, 0.4H), 5.58 (t, J = 9.9 Hz, 0.6H), 5.52 (s, 0.6H), 5.50 
(s, 0.4H), 5.36 (t, J = 9.4 Hz, 0.4H), 5.16-5.09 (m, 1H), 4.38 (dd, J = 10.1, 4.6 Hz, 0.4H), 
4.32 (dd, J = 10.5, 5.0 Hz. 0.6H), 4.03 (m, 0.6H), 3.79-3.63 (m, 1.4H), 2.18 (s, 1.8H), 
2.11 (s, 1.2H), 2.07 (s, 1.8H), 2.05 (s, 1.2H), 2.04 (s, 1.2H), 2.03 (s, 1.8H); 
 
4. Acetyl 2,3-di-O-acetyl-6-O-benzyl-D-glucopyranoside (4) 
グルコース保護体 3 (1.012 g, 2.57 mmol) のジクロロメタン溶液 (26 mL) に
モレキュラーシーブス 4A  を加え、室温で 10 分間撹拌した。その後、トリエ
チルシラン (4.09 mL, 25.7 mmol) を加えた。反応溶液を 0 ℃に冷却し、トリフル
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オロ酢酸 (1.97 mL, 25.7 mmol) を 5 分かけてゆっくり加えた。反応溶液を室温
で 4.5 時間撹拌した。4.5 時間後、0 ℃でトリエチルアミン (4.0 mL)、水 (40 mL) 
を加えた。溶液の水層とジクロロメタン層を分離後、水層を酢酸エチル (50 
mL×2) で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した。有機層をろ過後、減圧
下溶媒を留去した。残渣をフラッシュシリカゲルカラムクロマトグラフィーに
付し、酢酸エチル/ヘキサン (1/1) 溶出部より、無色油状物質として、グルコー
ス保護体 4 (621.9 mg, 1.569 mmol, 収率 61.0%) を得た。 
4 2:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.38 – 7.28 (m, 5H), 6.30 (d, J = 3.7 Hz, 
0.6H), 5.69 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 5.33 (t, J = 9.6 Hz, 0.6H), 5.13-5.01 (m, 1.4H), 
4.63-4.52 (m, 2H), 3.97-3.92 (m, 0.6H), 3.88-3.77 (m, 2H),  3.75-3.63 (m, 1.4H), 2.16 
(s, 1.8H), 2.11 (s, 1.8H), 2.094 (s, 1.2H), 2.092 (s, 1.2H), 2.03 (s, 1.2H), 2.02 (s, 1.8H); 
 
5. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3-di-O-acetyl-6-O-benzyl-D-glucopyranoside (6) 
グルコース保護体 4 (200.7 mg, 0.506 mmol) とガラクトース保護体 5 (373.9 
mg, 0.759 mmol) をトルエン溶液 (2 mL) に溶解し、減圧下溶媒を留去した。糖
受容体 4 および糖供与体 5 の水分を除去した。溶媒留去後の結晶にジクロロ
メタン溶液 (2 mL)、モレキュラーシブス 4A を加え、室温で 30 分間撹拌した。
その後、-40 °C （ドライアイスによりアセトン溶液を冷却し調製） で TMSOTf 
のジクロロメタン溶液 (50.6 mM, 1 mL, 50.6 µmol) を 2 分かけて滴下し、撹拌
を続けた。反応開始から 30 分後、TMSOTf のジクロロメタン溶液 (506 mM, 0.2 
mL, 101 µmol) を滴下し、撹拌を続けた。反応開始から 1 時間後、反応温度を 
-40 °C から -20 °C に昇温した。-20 °C にて 2 時間撹拌を続けた。反応開始か
ら 3 時間後、-20 °C にてジクロロメタン溶液 (10 mL) を加えて反応溶液を希
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釈し、30 分間撹拌を続けた。この溶液を別途調製した飽和炭酸水素ナトリウム
水溶液 (20 mL) に、0 °C にて加え撹拌した。溶液の水層とジクロロメタン層を
分離後、水層を酢酸エチル (50 mL×2) で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾
燥した。有機層をろ過後、減圧下溶媒を留去した。残渣をフラッシュシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (1/1→2/1) 溶出部よ
り、白色結晶として、ラクトース保護体 6 (195.4 mg, 0.269 mmol, 収率 53.1%) を
得た。 
6 (= 1:4): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.43–7.33 (m, 5H), 6.30 (d, J = 4.1 Hz, 
0.8H), 5.63 (d, J = 8.2 Hz, 0.2H), 5.40 (t, J = 9.9 Hz, 0.8H), 5.29 (d, J = 2.8 Hz, 0.8H), 
5.26 (d, J = 2.8 Hz, 0.2H), 5.17 (t, J = 9.4 Hz, 0.2H), 5.10-4.95 (m, 1.6H), 4.81-4.73 (m, 
2H), 4.44 (d, J = 11.9 Hz, 0.8H), 4.40-4.33 (m, 1H), 4.09-3.97 (m, 3H), 3.85 (d, J = 10.1 
Hz, 0.8H), 3.77 (d, J = 2.8 Hz, 0.4H), 3.74 (d, J = 2.3 Hz, 0.8H), 3.69-3.65 (m, 2H), 
2.17 (s, 2.4H), 2.14 (s, 2.4H), 2.13 (s, 0.6H), 2.10 (s, 0.6H), 2.08 (s, 3H), 2.03 (s, 2.4H), 
2.024 (s, 0.6H), 2.018 (s, 0.6H), 2.00 (s, 2.4H), 1.965 (s, 2.4H), 1.958 (s, 0.6H), 1.95 (s, 
2.4H), 1.93 (s, 0.6H);  
 
6. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3-di-O-acetyl-D-glucopyranoside (7) 
ラクトース保護体 6 (150.6 mg, 75.4 µmol) のメタノール溶液 (4.1 mL) に窒素
雰囲気下、パラジウム炭素（パラジウム 5% 担持、55% 水湿潤品、150.6 mg）
を加えた。フラスコ内の窒素ガスを水素ガスに置換し、室温で 22 時間撹拌し
た。22 時間後、反応溶液中のパラジウム炭素をセライトでろ過した。このとき、
セライトは酢酸エチル (10 mL×4)、メタノール (10 mL×4) で洗浄した。 ろ液を
回収し、減圧下、溶媒を留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィ
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ーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (2/1→4/1→1/0) 溶出部より、無色油状物質とし
て、ラクトース保護体 7 (122.9 mg, 0.1932 mmol, 収率 93.3%) を得た。 
7 (= 3:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.27 (d, J = 3.7 Hz, 0.75H), 5.69 (d, J = 
8.2 Hz, 0.25H), 5.47 (t, J = 9.9 Hz, 0.75H), 5.35 (dd, J = 3.24, 3.20Hz, 1H), 5.24 (t, J = 
9.4 Hz, 0.25H), 5.15-5.08 (m, 1H), 5.05-4.95 (m, 2H), 4.64 (d, J = 8.2 Hz, 0.75H), 4.63 
(d, J = 8.2 Hz, 0.25H), 4.17-4.05 (m, 2.25H), 4.03-3.89 (m, 2.25H), 3.87-3.74 (m, 2.5H), 
3.54 (d, J = 9.6 Hz, 0.25H), 2.18 (s, 2.25H), 2.16 (s, 2.25H), 2.15 (s, 0.75H), 2.10 (s, 
0.75H), 2.06 (s, 7.5H), 2.052 (s, 0.75H), 2.048 (s, 0.75H), 2.03 (s, 0.75H), 2.02 (s, 
2.25H), 1.971 (s, 2.25H), 1.968 (s, 0.75H); 
 
7. -D-galactopyranosyl-(1→4)-D-galactopyranose (10) 
 β-Gal の糖転移反応によりガラクトビオース 10 を合成した。アクセプターを
ガラクトース 8、ドナーをラクトース 9とし、β-ガラクトシダーゼは B. circulans 
由来のビオラクタ FN5（天野エンザイム㈱）を使用した。10 ml の基質溶液〔ガ
ラクトース 25%, ラクトース 25%, 100 mMリン酸ナトリウム Buffer（pH 6.5）〕
に 0.01％となるよう酵素を添加し、50 ℃で 24 時間穏やかに振とうした。その後、
100 ℃で 5 分間加熱して酵素を失活させ、遠心（15,000 rpm, 5 min, 4 ℃）により
上清を回収した。上清を活性炭カラム（φ4.6 cm×20 cm）にアプライし、エタノ
ール濃度を段階的に上昇させてガラクトビオースとラクトースが含まれた 7.5％
エタノール画分を回収した。ガラクトビオースとラクトースの混合比は HPLC
で確認した。 
 
8. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl-D-glactopyranoside (11) 
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ガラクトビオース 10 とラクトース 9 (554.7 mg, 1.62 mmol) のピリジン溶液 
(16 mL) に無水酢酸 (2.3 mL, 24.3 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (19.5 
mg, 0.16 mmol) を加え、室温で 3 時間撹拌した。3 時間後、無水酢酸 (2.3 mL, 
24.3 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (19.5 mg, 0.16 mmol) を追加で加え、
室温で 18.5 時間撹拌した。反応終了後、反応溶液を減圧下、溶媒留去した。残
渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル /ヘキサン 
(1/1.5→1/1→1/0) → メタノール/酢酸エチル (1/10) 溶出部より、白色結晶とし
て、ガラクトビオース保護体 11 (748.4 mg, 1.10 mmol, 収率 88.7%) を得た。 
11 ( = 2.3:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.29 (d, J = 3.7 Hz, 0.7H), 5.65 (d, J = 
7.8 Hz, 0.3H), 5.37 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.34 (d, J = 3.6Hz, 0.3H), 5.31 (d, J = 3.6 Hz, 
0.7H), 5.27-5.17 (m, 0.7H), 5.21 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 5.03-4.98 (m, 1.3H), 4.96 (dd, J = 
3.2, 10.3 Hz, 0.3H), 4.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.41-4.33 (m, 1H), 4.25 (d, J = 2.8 Hz, 
0.7H), 4.21-4.11 (m, 2H), 4.11-4.08 (m, 2H), 3.87 (dd, J = 5.5, 6.9 Hz, 1H), 2.19 (s, 
0.9H), 2.17 (s, 2.1H), 2.15 (s, 0.9H), 2.14 (s, 2.1H), 2.13 (s, 2.1H), 2.12 (s, 0.9H), 2.11 
(s, 2.1H), 2.07 (s, 3.9H), 2.050 (s, 2.1H), 2.047 (s, 0.9H), 2.03 (s, 0.9H), 2.005 (s, 2.1H), 
2.001 (s, 0.9H), 1.998 (s, 2.1H); 
 
9. 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl-D-glactopyranose (12) 
ガラクトビオース保護体 11 (86.7 mg, 0.128 mmol) のテトラヒドロフラン溶
液 (2.4 mL) にピペリジンのテトラヒドロフラン溶液 (2 M, 0.25 mL, 0.500 
mmol) を加え、室温で 30 時間撹拌した。その後、0 °C で 1 N 塩酸 (1 mL)、
水 (10 mL) を順に加え撹拌した。反応溶液を酢酸エチル (30 mL×2) で抽出し、
有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した。有機層をろ過後、減圧下溶媒を留去した。
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残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル /ヘキサン
(2/1→4/1) 溶出部より、白色結晶として、ガラクトビオース保護体 12 (61.9 mg, 
0.0973 mmol, 収率 76.0%) を得た。 
12 (= 1.5:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5.39 (d, J = 4.1 Hz, 0.6H), 5.38-5.36 
(m, 1H), 5.31-5.15 (m, 2.2H), 5.03-4.89 (m, 1.8H), 4.62 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 4.44-4.29 
(m, 2.6H), 4.24-4.13 (m, 2H), 4.10 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.76 (dd, 
J = 5.0, 6.8 Hz, 0.4H), 2.18 (s, 1.2H), 2.17 (s, 1.8H), 2.15 (s, 1.2H), 2.12 (s, 3.6H), 2.11 
(s, 1.8H), 2.083 (s, 3.6H), 2.078 (s, 1.8H), 2.05 (s, 3H), 2.005 (s, 1.2H), 1.997 (s, 1.8H); 
 
10. 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl--D-glactopyranosyl 2,2,2-trichloroacetimidate (13) 
ガラクトビオース保護体 12 (270.2 mg, 0.425 mmol) のジクロロメタン溶液 
(8.4 mL)にトリクロロアセトニトリル (17.2 mL, 17.0 mmol)、1,8-ジアザビシクロ
[5.4.0]-7-ウンデセンのジクロロメタン溶液 (0.85 mM, 0.3 mL, 0.255 mmol) を加
え、室温で 4 時間撹拌した。その後、反応溶液を減圧濃縮し溶媒を留去した。
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、0.5% トリエチルアミン含
有酢酸エチル/ヘキサン (2/1) 溶出部より、白色結晶として、ガラクトビオース
保護体 13 (285.7 mg, 0.366 mmol, 収率 86.1%) を得た。 
13 (= 1:0): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8.64 (s, 1H), 6.51 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 
5.40-5.35 (m, 2H), 5.28 (dd, J = 2.8, 11.0 Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 7.8, 10.5 Hz, 1H), 5.00 
(dd, J = 3.2, 10.5 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 4.1, 11.9 Hz, 1H), 4.31 
(d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 7.3, 11.5 Hz, 1 H), 4.10 (d, J 
= 6.4 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.05 (s, 
3H), 2.02 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.00 (s, 3H); 
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11. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl-D-galactopyranosyl-(1→6)-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl 
--D-galactopyranosyl-(1→4)]–2,3-di-O-acetyl-D-glucopyranoside (14) 
ラクトース保護体 7 (26.0 mg, 40.9 µmol) とガラクトビオース保護体 13 (47.9 
mg, 61.4 µmol)にトルエン溶液 (2 mL) を加え、減圧下溶媒を留去した。溶媒留
去後の結晶にジクロロメタン溶液 (1 mL)、モレキュラーシブス 4A (0.5 g) を加
え、-40 °C で 30 分間撹拌した。その後、 -40 °C （ドライアイスによりアセト
ン溶液を冷却し調製） で TMSOTf のジクロロメタン溶液 (4.09 mM, 1 mL, 4.09 
µmol) を 3 分かけて滴下し、撹拌を続けた。2 時間後、室温にてジクロロメタ
ン溶液 (10 mL) を加え、反応溶液を希釈した。別途調製した飽和炭酸水素ナト
リウム水溶液 (30 mL) の入った 100 mL ナス型フラスコに 0 °C 下、希釈した
反応溶液を加え、10 分間撹拌した。溶液の水層とジクロロメタン層を分離後、
水層を酢酸エチル (50 mL×2) で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した。
有機層をろ過後、減圧下溶媒を留去した。残渣をフラッシュシリカゲルカラム
クロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (4/1→1/0) 溶出部より、無色
油状物質として、4P-X アセチル保護体 14 (22.3 mg, 17.8 µmol, 収率 43.4%) を
得た。 
14 ( = 4:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.25 (d, J = 3.7 Hz, 0.8H), 5.62 (d, J = 
8.2 Hz, 0.2H), 5.42 (dd, J = 7.8, 8.3 Hz, 1H), 5.37 (t, J = 3.6 Hz, 2H), 5.22-5.05 (m, 
4.8H), 5.03-4.97 (m, 2.2H), 4.89 (dd, J = 3.2, 10.3 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 7.3 Hz, 0.8H), 
4.60-4.56 (m, 1H), 4.46-4.37 (m, 1H), 4.23-4.05 (m, 6.4H), 4.00 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 
3.94-3.85 (m, 4.8 H), 3.72 (dd, J = 5.0, 6.0 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.150 (s, 
3H), 2.146 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.054 (s, 3H), 
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2.047 (s, 3H), 2.002 (s, 3H), 2.000 (s, 3H), 1.96 (s, 3H); 
 
12. -D-galactopyranosyl-(1→4)-D-galactopyranosyl-(1→6) 
-[-D-galactopyranosyl-(1→4)]–-D-glucopyranose (15) 
4P-X アセチル保護体14 (21.9 mg, 17.4 µmol) の 45% メタノール水溶液 (1 
mL) に、ナトリウムメトキシドの 45% メタノール水溶液 (34.8 mM, 1 mL, 34.8 
µmol) を加え、室温で 9 時間撹拌した。9 時間後、減圧下溶媒を留去した。残
渣を MQ (2 mL) に溶解し、透析膜（Spectra 社製、Biotech 透析膜、MWCO: 0.1 
– 0.5 kDa、FW: 31 mm、Dia: 20 mm、vol/L: 3.1 mL/cm）を用いて、MQ 水 (1 L) に
対して透析を 6 時間行った。精製した溶液を凍結乾燥し、白色結晶として、4P-X 
(9.5 mg, 14.25 µmol, 81.9%) を取得した。 
15 ( = 1:1.5); 1H-NMR (400 MHz, D2O): 5.24 (d, J = 3.6 Hz, 0.4H), 4.69 (d, J = 
7.8 Hz, 0.6H), 4.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 7.32 Hz, 0.6H), 4.49 (d, J = 7.8 Hz, 
0.4H), 4.29 (d, J = 10.08 Hz, 0.6H), 4.23-4.18 (m, 1.4H), 4.09 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 
3.99-3.52 (m, 21H), 3.31 (dd, J = 7.8, 9.4 Hz, 0.6H); 
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第三節 結果と考察 
 
1. ラクトース保護体(7)の合成 
ラクトース保護体(7)の合成を行った。合成スキームは図 24の通り。グルコー
スを出発原料に 4、6 位の水酸基を選択的にベンジリデン保護したグルコース保
護体 2 を得た 11）。次に、保護体 2 の 1、2、3 位の水酸基をアセチル基で保護
して、グルコース保護体 3 とした。保護体 3 に酸性条件下、トリエチルシラ
ンを作用させることで、ベンジリデンアセタールを位置選択的に脱保護し 9）、糖
受容体 4 を合成した。合成した糖受容体 4 と市販の糖供与体 5 のグリコシル
化反応を行い、ラクトース保護体 6 を得た。得られたラクトース保護体 6 の
ベンジル基を脱保護することで、ラクトース保護体 7 を合成することに成功し
た。 
 
2. ガラクトビオース保護体(13)の合成 
ガラクトビオース保護体(13)の合成を行った。合成スキームは図 25 の通り。
ガラクトース 8 をアクセプター、ラクトース 9 をドナーとして、B. circulans
由来のβ-ガラクトシダーゼの糖転移反応によりガラクトビオース 10 を含む
GOS を合成した。活性炭カラムでガラクトビオース 10 とラクトースの混合画
分（ガラクトビオース:ラクトース = 3.3:1）を回収し、混合物の水酸基をアセチ
ル化した。反応後の精製で、ガラクトビオースのアセチル化体 11 をラクトー
スのアセチル化体から分離した。得られたガラクトビオースのアセチル化体 11 
に対し、ピペリジンを作用させることで、アノマー位のアセチル基を位置選択
的に脱保護し 12）、ガラクトビオース保護体 12 とした。保護体 12 のアノマー
位の水酸基をイミデート化することでガラクトビオース保護体 13 を合成する
20 
 
ことに成功した。 
 
3.  4P-X (15)の合成 
合成したラクトース保護体 7 とガラクトビオース保護体 13 のカップリン
グ反応を行い、四糖 14 を合成した。合成した四糖 14 のアセチル基を脱保護
することで 4P-X (15) の合成を達成した。グルコース (1) から 4P-X (15) まで
の総収率は 5.4% であった。 
 
4. 1H-NMR 
過去の文献で、4P-Xを含む画分の 1H-NMR のスペクトラムが確認された（図
27）。今回の実験で得られた化合物の結果（図 22）と比べると、特徴的なシグ
ナルは一致しているように見えた（4.8～4.9 ppm付近のシグナルは重水由来）。
しかし、図 27の文献データは化合物(16)との混合物であるため、比較による構
造確認は信頼性が低いと判断し、特徴的なシグナルをすべて帰属した。結果を
図 28および 29に示した。4P-Xの各糖鎖を A～Dとすると、Aα-1（A鎖α型
1位のプロトン）や Aβ-1、D-1、B-1、C-1(C1-Aα, C1-Aβ)が帰属された。C1
の結合定数の J値（C1-Aα：7.8、C1-Aβ：7.3）から、2糖同士のカップリン
グ反応で得られた結合は目的とするβであることが分かった。そのほかにも、A
α-6、Aβ-6、C-4、Aα-5、B-4、D-4、Aβ-2が帰属された。 
 
5. 13C-NMR 
図 30に 13C-NMRの過去の文献値との比較を示した。Aα-1位の炭素シグナル
（93.4 ppm）を基準とすると、他のシグナルは文献データと概ね一致している
21 
 
ことが分かった。1H-NMRおよび 13C-NMR の結果や、MSの結果（データ示さ
ず）から得られた 4糖は 4P-Xで間違いないと判断した。 
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図 3 4P-X逆合成解析 
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図 24 ラクトース保護体(7)の合成 
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図 25 ガラクトビオース保護体(13)の合成 
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図 26 4P-X (15)の合成 
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※Carbohydr. Res. 2014, 400, 59-73. より引用 
 
図 27 4P-Xを含む画分の 1H-NMR スペクトラム 
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※横軸：化学シフト値 (ppm)、∫ ：積分値（=水素の数）、 
分裂幅：結合定数  J 値 (Hz) 
 
図 28 4P-X構造確認（1H-NMR_5.3～4.4 ppm） 
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※横軸：化学シフト値 (ppm)、∫ ：積分値（=水素の数）、 
分裂幅：結合定数  J 値 (Hz) 
 
図 29 4P-X構造確認（1H-NMR_4.4～3.2 ppm） 
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※文献値は Carbohydr. Res. 2014, 400, 59-73. より引用 
 
図 30 4P-X構造確認（13C-NMR） 
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第二章 4P-Xの定量分析系の確立 
 
第一節 諸言 
 本研究は、迅速かつ簡便な 4P-Xの定量分析系の確立を目的とした。過去の文
献において、市販の GOS(Vivinal GOS®)を用いて、4P-X の分析条件が確立さ
れた 7）。文献情報によると、ゲルろ過カラム[Bio-gel P2(Bio-Rad Laboratories, 
inc.)]で 4 糖を分画した後に、ピリジルアミンで糖を標識し、その後 ODS カラ
ム（Shimadzu ODS STR-II）で分画したものを別の ODS カラム（Shimadzu 
ODS STR-H）で測定する方法である。この方法は、糖をピリジルアミンで標識
する上に、全工程で 4 stepの分析が必要となる。非常な複雑な分析系であるた
め、食品の安全性を迅速に評価するには適していない方法である。一方、糖を
ピリジルアミンなどで標識せずに構造異性体同士を分離する方法にイオンクロ
マト分析がある。2014 年に Kamelingらによって、Vivinal GOS®に含まれる 2
糖～5糖の全構造がイオンクロマト分析を用いて明らかにされた 5）。イオンクロ
マトでの分析チャートを図 31 に示した。文献によると図 31 の矢印が 4P-X と
推定されたが、イオンクロマトで正確に 4P-Xを定量するには標準品が必要不可
欠である。本章では、前章で調製した 4P-X を標準品として、GOS に含まれる
4P-Xの定性・定量分析条件を検討した。ピリジルアミンとは別の蛍光物質であ
るピレンブタン酸ヒドラジドによる標識や、イオンクロマトによる定性・定量
分析を検討した。なお、4P-X が含まれていることが報告されている Vivinal 
GOS®は入手できなかったため、Vivinal GOS®と同様に、高濃度のラクトース
溶液に天野エンザイム社のビオラクタ FN5（B. circulans β-Gal）を添加して
GOSを調製した。  
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第二節 実験方法 
1. 材料 
 細菌（B. circulans）由来のβ-Gal として天野エンザイム社のビオラクタ FN5
を用いた。 
 
2.  酵素反応条件 
 特に断りのない限り、ガラクトオリゴ糖溶液を調製するための酵素の反応条
件は以下の通りとした。反応終了後、沸騰水浴中で 5 分間加熱し、遠心上清を
0.45 µmフィルターでろ過したものを分析用のサンプルとした。 
 
基質：50 %ラクトース 
反応条件：50℃, 70 rpm, 24 hr 
酵素添加量：0.05～1.0 v/v% 
緩衝液：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH 6.5) 
 
3.  ゲルろ過カラムクロマト 
 カラム担体は Bio-Gel P-2 Extrafine（BioRad社）を用いた。2.6φ×100 cm
カラムに担体を充填し、50 mMリン酸緩衝液（pH 5.5）で平衡化した後に、調
製したオリゴ糖溶液を添加した。流速を 18 mL/hrとし、10 min毎のフラクシ
ョンを回収し、分子量毎に分画した。糖の検出にはジニトロサリチル酸法を用
いた。また、糖組成は HPLC（方法 5-1）で確認した。 
 
4.  ピレン標識 
 凍結乾燥したオリゴ糖 1 mgに 1.5 µmol/20 µL PBH溶液（ピレンブタン酸ヒ
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ドラジド 15.9 mgをメタノール 700 µLに懸濁）を 20 µL、酢酸溶液（酢酸 20 µL
＋メタノール 160 µL）を 2.0 µL添加し、80℃で 20 min反応させた。1.7 M水
素化ホウ素ナトリウム溶液を 30 µL 添加し、40℃で 30 min インキュベートし
た。ミリ Q水 400 µLとクロロホルム 400 µL を添加し、撹拌後静置し、上層を
新しいチューブに回収した。再びクロロホルムを 400 µL添加し、撹拌後に静置
後の上層を新しいチューブに回収した。遠心後（15,000 rpm, 10 min, 4℃）の
上清をHPLC（方法 5-2）に供した。 
 
5.  HPLC分析 
 HPLCの分析条件は以下の通り。 
 
1)  HPLC-1 
カラム：TRANSGENOMIC社 CARBOSep CHO-620CA（φ6.5mm×300mm） 
カラム温度：85℃ 
移動相：Milli -Q 
検出器：RI 
 
2)  HPLC-2 
カラム：J’sphere ODS-M80（φ4.6mm×150mm） 
カラム温度：40℃ 
移動相：0.1M酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.5）/アセトニトリル＝7/3 
検出器：UV 
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6．イオンクロマト分析 
 凍結乾燥したオリゴ糖 1 mgに内部標準としてラクトースを加えてイオンク
ロマト分析に供した。分析条件は以下の通り。 
 
本体：DIONEX – ICS 5000（サーモフィッシャーサイエンティフィック社） 
カラム：Dionex CarboPac PA1 （φ4.0 mm×250 mm） 
カラム温度：20℃ 
緩衝液： 
A：H2O 
B：50 mM酢酸ナトリウム 
C：100 mM水酸化ナトリウム/ 600 mM 酢酸ナトリウム 
D：200 mM水酸化ナトリウム 
検出器：電気化学検出器（PAD） 
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表 2 イオンクロマト グラジエント条件 
(min) A(%) B(%) C(%) D(%) 
0 10 0 85 5 
25 40 0 10 50 
60 75 25 0 0 
60.1 0 100 0 0 
65 0 100 0 0 
65.1 10 0 85 5 
72 10 0 85 5 
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第三節 結果と考察 
 
1．ガラクトオリゴ糖溶液の調製 
 B. circulans由来の β-Gal（ビオラクタ FN5）を用いて、ラクトースを基質に
GOSを調製した。10 mLの50 %ラクトース溶液[50 mMリン酸緩衝液（pH 6.5）
含む]に 0.1 w/v%のビオラクタを加えて酵素反応を行った。反応温度は 37℃と
50℃とし、Vivinal GOS®と同様の糖組成となるように調製した。調製した GOS
の糖組成を表 3に示した。50℃に比べて 37℃の方が 4糖以上の長鎖の割合が高
くなり、3糖以下の短鎖の割合が低くなる傾向であった。ビオラクタの至適温度
は 65℃である。50℃の試験区ではβ-Galの糖転移反応で生成された長鎖が、β
-Gal によって加水分解されたために、37℃に比べると長鎖の割合が減少したと
考える。市販の VivinalGOS®と同程度の糖組成となった 50℃の試験区であった。
このことから、以降の分析には 50℃で調製した GOSを使用した。 
 
2．ゲルろ過カラムクロマトによる分子量分画 
 調製した GOSをゲルろ過カラムによる分子量分画を検討した。上記で調製し
た溶液 2 mLをカラムにアプライし、3 mL毎にフラクションを回収した。糖の
検出はジニトロサリチル酸法を用いた。得られたクロマトグラムを図 32に示し
た。HPLC分析の結果からフラクション 57が目的の 4P-Xが含まれている 4糖
画分であることが分かった（図 33）。得られた 4糖画分（約 6.9 mg）を凍結乾
燥し、以降の分析に用いた。 
 
3．ピレン標識HPLC 
 通常の HPLC では、結合位置の異なる構造異性体同士を分離することはでき
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ない。そこで、糖質に疎水性を持たせ逆相 HPLC 分析を可能とする蛍光性のピ
レンブタン酸ヒドラジドで還元末端を標識する方法を検討した。上記で調製し
た凍結乾燥品 1.0 mgをピレン標識に供した。逆相 HPLC分析の結果を図 34に
示した。ピレンで標識することにより 4 糖の構造異性体同士を分離することが
できたが（A）、4P-X 単独（B）が A のメインピークと同じ位置に検出された。
B. circulansのβ-Galはβ1-4結合を優先的に作ることから、メインピークに直
鎖 4糖（Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-4Glc）と 4P-Xが混在していると考える。こ
のことから、本方法では GOS中の 4P-Xを検出することができないことが分か
った。 
 
4．イオンクロマト分析 
 調製した凍結乾燥品 1.0 mgをイオンクロマト分析（Dionex ICS-5000）に供
した。結果を図 35に示した。イオンクロマトにより 4糖の構造異性体同士を分
離することができた（A）。文献情報から最も面積の大きい 30.05 付近のピーク
は直鎖 4糖であることが推察された。4P-Xの純品は 19.34分付近に検出され（B）、
4P-X の純品をサンプルに混ぜた共打ちの結果から（C）19.44 付近のピークが
4P-Xであることが分かった。全糖中の 4糖の存在比（10.2 %）と、4糖中の 4P-X
の存在比（11.5 %）から、全糖中の 4P-Xの存在比は約 1 %と算出され、文献情
報と概ね同等の数値であった。 
 図 31の文献情報では 4糖中の 1番のピーク（矢印）が 4P-Xとのことであっ
た。しかし、今回の図 35 の分析結果から、4P-X は 4 糖中の x のピークの可能
性が高いことが分かった。今回標準品として使用した 4P-X は 1H-NMR や
13C-NMR、MS の分析結果から目的の化合物である可能性は極めて高く、文献
情報が誤りであったと考えている。 
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     ※矢印が 4P-Xと思われるピーク 
 
図 31 イオンクロマト分析 Vivinal GOS®分離パターン 
  
Whole 
2糖 
3糖 
4糖 
5糖 
58 
 
 
 
 
 
 
 
表 3  B. circulans由来 β-Gal で調製した GOSの糖組成 
 
  37℃ 50℃ VivinalGOS®※ 
>G5 6.8% 3.7% 3.5% 
G4 10.9% 10.4% 10.2% 
G3 22.5% 23.0% 23.6% 
G2 38.5% 42.7% 42.5% 
Glucose 20.2% 18.7% 18.5% 
Galactose 1.1% 1.5% 1.7% 
GOS(>G3) 40.2% 37.1% 37.3% 
※Vivinal GOSの糖組成は Carbohydr. Res. 2014, 400, 54-58. より引用 
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※カラム：Bio-Rad 社バイオゲル P-2（22mm×100cm） 
※糖の検出：ジニトロサリチル酸（DNS）法 
 
図 32 ゲルろ過カラムクロマトグラム（B. circulans β-Gal） 
  
G4 
G3 
G2 
G1 
G5 
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A） 
 
B） 
 
A）ゲルろ過前、B）ゲルろ過後（Fraction 57） 
※分離カラム：CARBOSep CHO-620CA（Transgenomic社） 
 
図 33 ゲルろ過前後の HPLC分析 
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G4 
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A） 
 
B） 
 
C） 
 
A）B. circulans βGal_G4、B）4P-X、C）ピレンブタン酸ヒドラジド 
※分離カラム：ODS-80M（YMC社）  
 
図 34 ピレン標識 逆相 HPLC 
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A） 
 
B） 
 
C） 
 
A）B. circulans βGal_G4、B）4P-X、C）G4 + 4P-X 
 
図 35 イオンクロマト分析 
 
 
  
直鎖 4糖 
4P-X 
Lactose（内標） 
Lactose（内標） 
Lactose（内標） 
4P-X 
直鎖 4糖 
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第三章 各種β-Gal を使ったガラクトオリゴ糖溶液の調製
および 4P-X含量の測定 
 
第一節 諸言 
 本研究は、各種β-Galから調製した GOSに含まれる 4P-Xの定量を目的とし
ている。現在、商業的に販売されている各種β-Gal の特徴を表 1 に記載した。
表 1 のβ-Gal のうち、糖転移能が高いものが GOS 製造用酵素として使用され
ている。その代表例が、天野エンザイム社より販売されている細菌（B. circulans）
由来のβ-Galビオラクタ FN5である。この酵素は転移能の高さから GOS製造
用酵素として使用されており、この酵素を使用した GOSがフリースランドカン
ピーナ社から商品名 Vivinal GOS®として販売されている。また近年、転移能の
高い酵母（Sporobolomyces singularis）由来のβ-Galがヤクルト社より YC-Y
として販売されている。これらの酵素は共に優れた転移能を持ち、β1-4結合を
優先的に作ることが知られている。また、カビ（A. oryzae）由来のβ-Gal は、
両酵素に比べると転移能はやや劣るが、金属塩などの影響を全く受けずに、特
に至適 pHが酸性域であるのが特徴である。一方、酵母（K. lactis）由来のβ-Gal
は乳糖分解に優れている。至適 pHは 6.5-6.7で、熱安定性が他の酵素と比べる
とやや低いが（図 36）、乳糖に対する親和性は他のβ-Gal と比較して 4-8 倍も
高い。また、酵素の活性化にはカリウムイオンが不可欠であり、マグネシウム
イオンやマンガンイオンなどの 2 価の金属イオンが酵素の安定化には不可欠で
ある。牛乳の pHは 6.5 付近であり、カリウムやマンガンなどのミネラルが多く
含まれていることから、乳中のラクトースを最も効率的に分解することができ
る。反応開始 2時間後のラクトースの分解率が 50 %となるよう各種β-Galを乳
64 
 
に添加すると、50 %以降の分解速度は酵母β-Gal が最も早く開始され、約 24
時間でほぼ 100 %に到達する（図 37）。これは Km 値（最大反応速度の 1/2 を
与えるときの基質濃度）の違いや生成物阻害を受けにくい酵素の性質によるも
ので、酵母β-Gal はラクトースの濃度が低くても効率的に分解できることを意
味している。 
 本章では、起源の異なる３種類のβ-Gal（B. circulans、A. oryzae，K. lactis）
を用いて GOSを調製し、前章で確立した 4P-Xの定性・定量分析法により、GOS
中の 4P-X含量を測定することで安全性の評価を行った。なお、酵母（K. lactis）
由来のβ-Gal に関しては、通常の条件では転移活性が低く殆どオリゴ糖を作ら
ないことから、意図的に高転移となる条件を設定し評価した。 
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第二節 実験方法 
 
1. 材料 
 酵母（K. lactis）由来のβ-Gal として合同酒精㈱の GODO-YNL2、カビ（A. oryzae）
由来のβ-Gal として合同酒精㈱の GODO-FALを用いた。 
 
2.  酵素反応条件 
 特に断りのない限り、ガラクトオリゴ糖溶液を調製するための酵素の反応条
件は以下の通りとした。反応終了後、沸騰水浴中で 5 分間加熱し、遠心上清を
0.45 µmフィルターでろ過したものを分析用のサンプルとした。 
 
基質：50 %ラクトース 
反応条件：50℃, 70 rpm, 24 hr 
酵素添加量：0.05～1.0 v/v% 
緩衝液： 
 ①細菌由来β-Gal：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5） 
 ②酵母由来β-Gal：200 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5） 
 ③カビ由来β-Gal：50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.5） 
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第三節 結果と考察 
 
1．酵母β-Galによるガラクトオリゴ糖生成条件の検討 
 先述の通り、酵母（K. lactis）由来のβガラクトシダーゼは乳糖分解活性が高
いのが特徴である。このため、細菌（B. circulans）やカビ（A. oryzae）のβ-Gal
と比べると、オリゴ糖の生成能は低い。しかし、金属イオンの影響を強く受け、
環境中のカリウムイオン濃度が高くなると乳糖分解活性が上昇し、ナトリウム
イオン濃度が高くなると転移活性が上昇することが知られている。各種金属イ
オンを添加し、転移効率が向上する酵素の反応条件を検討した。検討の結果、
塩化ナトリウムが最も効果的であった（図 38）。また、転移効率は濃度依存的に
上昇し、200 mMで転移効率は最大に到達した（図 39）。以上の結果から、酵母
β-Galの転移反応には 200 mMの塩化ナトリウムを添加することとした。 
 K. lactisのβ-Galは活性中心のアミノ酸残基の周辺にナトリウム・カリウム
イオン結合サイトがある 13）。この結合サイトにカリウムが結合すると加水分解
反応が促進され、ナトリウムが結合すると転移反応が促進されると言われてい
る。この違いはナトリウムとカリウムの分子量の違いによるもので、分子量が
大きいカリウムが結合すると、活性中心に分子量の大きなラクトースよりも分
子量の小さい水分子が侵入しやすくなり、加水分解反応が促進される。一方、
分子量の小さいナトリウムが結合すると、活性中心に分子量が大きいラクトー
スが入りやすくなり、転移反応が促進されると考えている。酵素反応時のラク
トース濃度を可能な限り上げて、反応溶液中からカリウムを完全に除いてナト
リウムを添加することで、K. lactisのβ-Galでもオリゴ糖を効率的に生成でき
ることが分かった。 
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2．各種β-Galで調製したガラクトオリゴ糖溶液の糖組成 
 各種β-Gal（細菌、酵母、カビ）を用いてガラクトオリゴ糖溶液を調製した。
細菌は B.circulans由来のビオラクタ FN5（天野エンザイム社）、酵母は K. lactis
由来の GODO-YNL2（合同酒精㈱）、カビは A. oryzae由来の GODO-FAL（合
同酒精㈱）を使用した。10 mLの 55 %ラクトース溶液に至適 pH となるように
各種緩衝液を加え、24時間穏やかに振とうした。調製した溶液の糖組成は図 40
の通りとなった。3糖以上の GOSは、細菌＞酵母＞カビの順で高くなった。ま
た、4P-Xが含まれている 4糖は、細菌＞カビ＞酵母の順で高くなった。調製し
た各種 GOSを前章で確立した 4P-Xの定量分析系に供した。今回データには示
していないが、酵母のβ-Gal同様に、カビについても GOS生成に最適な条件を
検討した（pH や温度、各種金属イオンの影響など）。しかし、カビのβ-Gal は
酵母に比べると非常に安定性が高く、どのような条件下においても図 40以上の
値は得られなかった。酵母のβ-Gal は、条件さえ整えばカビよりも 3 糖以上の
GOSを生成することが分かったが、他のβ-Galに比べると、5糖以上の長鎖を
殆ど作らず、殆どが 3糖であることが分かった。 
 
3．ゲルろ過カラムクロマトによる分子量分画 
 前章と同様に、図 40 で調製した GOS をゲルろ過カラムで 4 糖画分を分取し
た。溶液 2 mLをカラムにアプライし、約 3 mL毎にフラクションを回収した。
糖の検出はジニトロサリチル酸法を用いた。得られたクロマトグラムを図 41に
示した。HPLC分析の結果から酵母由来はフラクション 57、カビ由来はフラク
ション 58が 4糖画分であることが確認された（図 42）。得られた 4糖画分（酵
母由来：約 4.0 mg、カビ由来：訳 3.6 mg）を凍結乾燥し、以降の分析に用いた。 
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4．各種 GOSに含まれる 4P-X量の比較 
 調製した酵母由来の凍結乾燥品 1.0 mgをイオンクロマト分析に供した。結果
を図 43に示した。文献情報から最も面積の大きい 15.58付近のピークは分岐 4
糖（Galβ1-6Galβ1-6Galβ1-4Glc）であることが推察された。4P-X の標品は
19.34分付近に検出され（B）、4P-Xの純品をサンプルに混ぜた共打ちの結果（C）
から 19.28付近のピークが 4P-Xであることが分かった。全糖中の 4糖の存在比
（3.0 %）と、4糖中の 4P-Xの存在比（4.7 %）から、全糖中の 4P-Xの存在比
は 0.14 %と算出された。前章の結果から、細菌β-Gal由来 GOSに比べると、
4P-X含量は 1/10 程度であることが分かった（細菌β-Gal 由来 GOS：1.17%、
酵母β-Gal由来 GOS：0.14%）。 
 
 過去文献のイオンクロマトの分析チャート（図 31）との比較から、イオンク
ロマト分析においてカラムの劣化により分離能が低下している可能性が考えら
れたため、サーモフィッシャー・サイエンティフィック社にイオンクロマト分
析を依頼した。分析装置および分析条件は同様とした。分析結果を図 44に示し
た。図 35 および図 43 と比べると分析ピークはシャープであった。また、過去
の文献のチャート（図 31）と細菌 B. circulans（C）はほぼ同様のパターンであ
った。以上のことから、図 44では正常なイオンクロマトの分析チャートが得ら
れたと考える。推測される 4P-Xの位置を黒矢印で示した（酵母 K. lactis 由来：
26.909分、カビ A. oryzae由来：26.775分、細菌 B. circulans由来：27.083分）。
酵母（A）やカビ（B）由来では、生成される GOS が分岐 4 糖（Galβ1-6Gal
β1-6Galβ1-6Glc）がメインであるのに対し、細菌（C）由来ではメインが直鎖
4糖（Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-4Glc）ではあるが、それ以外の糖も多く生成さ
れていることが分かる。文献情報によると、細菌由来は約 14種類以上の構造異
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性体が含まれているとのことであった。また、冒頭の図 2に示した 4P-Xの次に
アレルギー性の高い 4糖（Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-3Glc）は 33分付近のピー
クに含まれていることが文献から推察されたが、酵母やカビではピークが検出
されてないことから、作られにくいことが示唆された。 
 4糖および全糖中に含まれる4P-X含量を図45に示した。4糖中の4P-X量は、
細菌(8.79%)＞酵母(6.43%)＞カビ(2.39%)の順となった。一方、全糖中の 4P-X
量は、細菌(0.92%)＞酵母(0.19%)＞カビ(0.12%)の順となった。また、各種 GOS 
1 mLに含まれる 4P-X量は表 4に示した通りとなり、酵母やカビ由来は細菌の
10～20 %程度であることが分かった。以上の結果から、酵母やカビのβ-Galで
調製した GOS は細菌のβ-Gal 由来よりも図 2 のアレルギー性 4 糖が少なく、
安全性が高いことが示唆された。 
 本研究において、これまで非常に困難であったアレルギー性の 4糖の定性・
定量分析が、迅速かつ簡便に測定できるようになった。今後は確立した分析法
を用いて、別のβ-Gal（Streptococcus thermophilusや Sporobolomyces 
singularisなど）の評価を行いたい。また、ラクトース分解乳などの GOS以外
の乳製品の安全性を評価するために、確立した方法を利用したい。 
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A）至適 pH（37℃）、B）pH安定性（37℃、3分） 
C）至適温度（pH 6.5）、D）温度安定性（pH 6.5、30分） 
 
図 36 酵母（K. lactis）由来のβ-Galの酵素学的性質 14） 
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※試料は牛乳、pH無調整、10℃、酵素添加量は、酵母 0.08 (w/v)%、細菌 0.2 %、カビ 0.2 % 
 
図 37 起源の異なるβ-Gal の乳糖分解曲線 14） 
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A) 
 
B) 
 
A) 25 mM, B) 100 mM 
 
図 38 酵母β-Gal 金属イオンの影響 
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※オリゴ糖収率(%)：G3以上/全糖×100 
 
図 39 酵母β-Gal NaCl濃度の影響 
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図 40 各種β-Galで調製したガラクトオリゴ糖溶液の糖組成 
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A)     B) 
 
※カラム：Bio-Rad 社バイオゲル P-2（22mm×100cm） 
※糖の検出：ジニトロサリチル酸（DNS）法 
 
図 41 ゲルろ過カラムクロマトグラム（A: K. lactis, B: A. oryzae） 
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A-1)     B-1) 
  
A-2)     B-2) 
  
A-1) K. lactis_GOS ゲルろ過前, A-2) ゲルろ過後 K. lactis_G4(Fraction 57) 
B-1) A. oryzae_GOS ゲルろ過前, B-2) ゲルろ過後 A. oryzae_G4(Fraction58) 
※分離カラム：CARBOSep CHO-620CA（Transgenomic社） 
 
図 42 ゲルろ過前後の HPLC分析（K. lactis, A. oryzae） 
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A) 
 
B) 
 
A) K. lactis βGal_G4、B) G4 + 4P-X 
 
図 43 イオンクロマト分析（K. lactis） 
 
 
 
Lactose（内標） 
分岐 4糖 
(Galβ1-6Galβ1-6Galβ1-6Glc) 
4P-X 
Lactose（内標） 
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A) K. lactis_G4, B) A. oryzae_G4, C) B. circulans_G4、黒矢印：4P-X 
図 44 イオンクロマト分析 
A) 
B) 
C) 
分岐 4糖 
(Galβ1-6Galβ1-6Galβ1-6Glc) 
分岐 4糖 
(Galβ1-6Galβ1-6Galβ1-6Glc) 
直鎖 4糖 
(Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-4Glc) 
79 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 45 4糖および全糖中に含まれる 4P-Xの割合 
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表 4 各種 GOS 1 mLに含まれる 4P-X量の比較 
 
 
  
GOS 1mLあたりの
4P-X量（mg）
細菌（B. c irculans） 9.7
酵母（K. lactis） 1.7
カビ（A. oryzae） 1.2
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要約 
  
本研究は、ガラクトオリゴ糖（GOS）の生成や乳中のラクトースを分解する際に使用さ
れている各種微生物由来のβガラクトシダーゼの安全性を評価することを目的として
いる。中でも、GOS 中のアレルギーを誘発する可能性のある 4 糖（4P-X）に注目し、そ
の合成から開始して最終的には迅速かつ簡便な定量分析系を確立し、安全性評価系
の構築を目指した。 
 
１．有機合成反応と酵素反応を組み合わせることで、4糖（4P-X）の合成を計画した。ま
ず、グルコースを出発原料に有機合成反応により図 24 のルートでラクトース保護体
（化合物7）を合成した。次に、B. circulans由来のβガラクトシダーゼの酵素反応で（ア
クセプターをガラクトース、ドナーをラクトース）ガラクトビオースを合成し、図 25 のルー
トでガラクトビオース保護体（化合物 13）を合成した。最後に、ラクトース部分とガラクト
ビオース部分同士のカップリング反応により、4P-X を合成した（図 26）。1H-NMR と
13
C-NMRのスペクトラムから目的とする 4P-Xであることが確認された。 
 
２．B. circulansのβガラクトシダーゼで調製したガラクトオリゴ糖溶液を用いて 4P-Xの
分析条件を検討した。まず、ガラクトオリゴ糖溶液をゲル濾過（Bio-gel P-2（バイオラッ
ド社）、22 mm×100 cm）で 4 糖画分を回収後、ピレンブタン酸ヒドラジドで標識して
HPLC分析に供した。その結果、B. circulansが作るメインの直鎖 4糖（Galβ1-4Galβ
1-4Galβ1-4Glc）と 4P-Xが同じ位置に検出されるため、本方法では正確な定量はでき
ないことが分かった。そこで、4 糖をイオンクロマト分析装置（Dionex ICS-5000）に供し
たところ、メインピークとは異なる位置に検出された。この方法であれば分析が可能で
あることが示唆された。本方法を用いることで、従来は非常に複雑であった 4P-X の分
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析系が簡便かつ迅速に測定できるようになった。 
 
３．酵母（K. lactis）およびカビ（A. oryzae）のβガラクトシダーゼを用いて、ガラクトオリ
ゴ糖の生成に最適な酵素反応条件を確立した。前章で確立した 4P-X の定量分析系
に供した結果、K. lactisおよびA. oryzaeのβガラクトシダーゼ由来GOS中にも僅かで
はあるが 4P-Xが検出されたが、その量は少なく B. circulans由来 GOSの 10～20 %と
なった。また、既報 7）で 4P-X の次にアレルギー性が高いことが報告されている 4 糖
（Galβ1-4Galβ1-4Galβ1-3Glc）は酵母やカビのβ-Gal では殆ど生成されてないこと
が示唆された。以上の結果から、酵母やカビのβ-Gal は細菌に比べると安全性は高
いことが推察された。今後は、ガラクトオリゴ糖に限らず、ラクトース分解乳などのβガラ
クトシダーゼを使用した乳製品中の安全性の評価に今回確立した方法の利用が期待
できる。 
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